LIPIDLERIN GOSTERIMI

 Basit tekniklerle gosterilebilen lipid miktari genellikle
kimyasal analizle gosterilen miktardan ¢cok daha azdir.

e Karaciger, bobrek ve kalp gibi organlarin kesitlerinde
bulunan lipidler gosterilemiyebilir.

* Var olan fakat basit tekniklerle gosterilemeyen boylesi
lipidler maskelenmis veya bagli lipidler olarak bilin-
mektedir.

* Bu lipid, 6zellikle protein gibi diger doku bilesenleri ile
kombinedir ve bu durumda parafin gdmmesinde
korunabilirler.

* Tamponlanmis formalin veya % I’ lik CaCl,” deki % 10' luk
formalinle fiksasyon, genel amaclar icin tavsiye
edilmektedir.



Lipidleri Boyama Yontemleri

1-Yagda Coziinur Boyalar: Bunlar zayif asidik boyalardir
ve suda ¢cozunmeyen ve sadece alkolde ayrilabilen
boyalardir.

Lipidlerin cogunda cozinurler ve bu nedenle dokulardaki
lipidlerin gdsteriminde cok kullanilirlar.

Cozunurlukleri ile lipidleri renklendirdiklerinden lizokrom
lar olarak adlandirilirlar. Bu boyalar:

e 1-Sudan llI

e 2-Sudan IV( daha siyah)

e 3-Sudan Black B (en hassasi)
* 4-Oil red O



2-Floresans Mikroskopi; lipofuksinler olarak bilinen
lipidlerin oksidasyon Urunleri ve lipidlerde ¢oziinen
karotonoid pigmentler tarafindan olusturulur.

3-Osmiyum tetroksit: Dejenere miyelinin gosterilmesi icin
Ozellikle uygundur.

4-Kolesterol gosterim yontemleri

* a-Digitonin reaksiyonu: Formalin veya formal kalsiyum
fiksasyonu yapilir. Frozen kesitler, islemi takiben
polarizasyon mikroskobu ile incelenir.

* b-Schulz reaksiyonu: Kolesterol esterleri icin
kullaniimaktadir.



5-Fosfolipidlerin gosterim yontemleri
* a-Baker' in asit hematein yontemi
* b-Plasmal reaksiyon (Feulgen ve Voit, 1924)

* c-PAS yontemi: Karbohidrat iceren lipidlerin
(cerebrosidler ve gangliosidler) ve ayni zamanda aldehit
iceren doymamis lipidlerin ve fosfolipidlerin gésteriminde
kullantlr.

6-Asidik lipidler icin yontemler
* a-Notral ve asidik lipidler icin Nile blue yontemi
* b-Feyrter' in inklizyon yontemi



PROTEINLERIN GOSTERIMI

* Proteinler organizmada ya saf proteinler olarak veya
karbohidratlar veya lipidlerle kombine olarak bulunurlar.

* Hayvansal dokulardaki proteinler basit proteinler ve
konjuge proteinler olarak ikiye ayrilr.

Basit proteinler
* Globuler Proteinler: Aloumin, globulin, histonlar

* Fibroz Proteinler: Kollajen, retikulin, elastin, keratin,
fibrin

Konjuge proteinler:NUtkleroproteinler, gikoproteinler ve
lipoproteinler



Proteinlerin Saptanmasi ve Boyanmasi

* Proteinlerin ve protein iceren bilesiklerin boyanma
reaksiyonlari amino asit yapisina ve boyama c¢o6zeltisinin
pH' sina dayanmaktadir.

e Eger protein karboksil gibi asidik gruplu cok sayida
aminoasitlerden olusmussa, bazik boyalarla boyanan bir
asit protein olacaktir.

* Eger cok sayida amino gruplari(-NH,) varsa asit boyalara
affiniteye sahip bazik bir proteindir.

* Bazi amino asitler 1 amino ve 1 karboksil grubuna
sahiptir ve notral proteinlerdir.



* Proteinlerin bircok bilesenden olusmus cok kompleks yapilar
olduklari unutulmamalidir.

* Bu ydontemler, proteinlerin yapisi hakkinda cok az bilgi verirler.

* Ayrica fiksasyon da korunmayi ve reaktif son gruplarin
gosterimini etkileyebilir.
* Bu nedenle fiksasyon, yonteme uygun olmalidir.

* Formalin fiksasyonu kisa olmalidir ve osmiyum tetroksit
zararhdir, kullanilmamalidir.

* Enzimler de spesifik aktiviteleri ile gosterilebilir.
Immunglobulinler de doku kesitlerinde kigik hacimlerde
olmalarina ragmen kesin olarak saptanabilirler.

* Antibodiler ve antijenler i¢in immunofloresans ve
immunoenzim yontemleri uygulanabilir.

e Cok az miktardaki proteinler kesitlerde immuinolojik
tekniklerle gosterilebilir.



NUKLEIK ASITLER VE NUKLEOPROTEINLER

* NUkleoproteinler, ntkleik asitlerin ve bazik proteinin
kombinasyonlaridir

* DNA esas nukleer bilesendir digeri ise RNA' dir ve hem
cekirdekte hem de sitoplazmada bulunur.



* Nuikleik Asitlerin Boyanmasi:

* Nikleik asitler, fosfat—pentoz—purin/pirimidin baz
bilesikleridir ve bu bilesenlerin herbiri histolojik yontemlerle
gosterilmelidir.

e Asidik fosfat radikalleri bazofiliden sorumludur ve bazik
boyalar rutinde nukleik asitler icin cok kullaniimaktadir.

 Bunlar NA'ya ek olarak diger maddelerle de birlestiklerinden
spesifik olmayacaklardir.

* Metil green’in DNA‘ya 6zel bir affinitesi vardir.

e Purin ve pirimidinler icin geli%tirilen Tetrazonium
reaksiyonunun nukleoproteinler icin non—spesifik oldugu
gosterilmistir.

* DNA'nin seker yapisi asit hidrolizinden sonra, aldehit—Schiff
reaksiyonu ile saptanabilir.

* Feulgen reaksiyonu DNA icin tam ve spesifik bir testtir.



* RNA ise pyronin ve metil green pyronin teknigi ile bazi
teknik zorluklara karsin gosterilebilir ve hem DNA hem de
RNA icin spesifik bir yontemdir.

* RNA’ya ozel bir affinitesi olan toluidin blue gibi (ph 5 de
RNA'ya ozel bir affinitesi vardir), safranin ve notral red
gibi bazi bazik boyalar nukleik asitlerin genel boyanmasi
icin kullanilirlar.



* Nukleoluslar, bazofilik ve asidofiliktirler.

* Asidik ve bazik boyalarla boyanma reaksiyonu, nikleik
asitler ve proteinlerin birbirlerine oranlarina bagldir.

* NUkleoluslar, hematoksilen ve toluidin blue gibi bazik
boyalarla boyanabilirler fakat Feulgen (-) tirler.

e Zit boyama ile de yesil olarak renklenirler.



* Nukleoluslar akrinidin orange ile kirmizi floresans verirler
fakat ayrintilar iyi degildir.

* Kromozomlar, histolojik kesitlerde gorulebilir, fakat
genellikle smearlerde calisilir.

* Kromozom boyalari:

* a- Giemsa

* b-Orcein

* c- Heidenhein demirli hematoksilen



Kromozom bantlama boyalart:
* a- Quenn acrin

* b- Acridin orange

* c- Giemsa

* d- Orcein

e e- Baryum hidroksit

* Y kromozomu: Floresans mikroskopta, 6zel boyamalar
ile floresans vermesi ile saptanir.



1- DNA icin Feulgen reaksiyonu:
* DNA icin en guvenilir ve en spesifik tekniktir.

* Reaksiyon, asit hidroliz ile purin-deoksiriboz baglarinin
kirtlmasi ile aktif aldehit gruplarinin serbest kalmasi
esasina dayanmaktadir.

 Aldehitler, Schiff reaktifini (leucofuksin, fuksin sulforoz
asidi) tekrar renklendirerek, cekirdek kromatinine mor-
menekse renk verir.

* Bu reaksiyon, PAS reaksiyonunun analogudur.



* Yontemler

* A-DNA icin Feulgen reaksiyonu

* DNA morumsu - kirmizi

e Sitoplazmayesil

* B-DNA i¢in naphtoik asit hidrazit-Feulgen reaksiyonu

* DNA mavimsi — menekse

* Sitoplazma ve diger proteinler pembemsi — kirmizi



